An t i mi c r o b i a l r e s i s t a n c e i s a ma j o r c o n c e r n i n b o t h h u ma n a n d v e t e r i n a r y me d i c i n e . On e o f t h e i mp o r t a n t me c h a n i s ms o f b a c t e r i a l r e s i s t a n c e
i s t h e p r o d u c t i o n o f e x t e n d e d -s p e c t r u m b -l a c t a ma s e s ( ESBL s ) . ESBL s i n a c t i v a t e s e v e r a l b e t a -l a c t a m a n t i b i o t i c s , i n c l u d i n g e x t e n d e d -s p e c t r u m c e p h a l o s p o r i n s , b y h y d r o l y s i s .
T EM ( T e mo n i e r a ) , SHV ( s u l f h y d r y l v a r i a b l e ) , a n d CT X ( c e f o t a x i me ) -M b -l a c t a ma s e s a r e ESBL s , a n d CT X-M e n z y me s a r e s p r e a d i n g r a p i d l y wo r l d wi d e ( Ewe r s e t a l . , 2 0 1 2 ) . Mu l t i p l e b l a g e n e s e n c o d i n g ESBL s a r e l o c a t e d o n p l a s mi d s a n d c a n b e t r a n s f e r r e d wi t h i n a n d a mo n g b a c t e r i a l s p e c i e s , r e s u l t i n g i n mu l t i d r u g -r e s i s t a n t b a c t er i a a n d l e a d i n g t o f a i l u r e i n t h e t r e a t me n t o f h u ma n d i s e a s e s . T h i s o c c u r s b e c a u s e R p l a s mi d s t h a t h a r b o r g e n e s e n c o d i n g ESBL s a l s o c a r r y r e s i s t a n c e g e n e s f o r o t h e r d r u g c l a s s e s a n d a r e l i k e l y t o h a v e h i g h d i v e r s i t y ( P a t e r s o n a n d Bo n o mo , 2 0 0 5 ) .
I n Vi e t n a m, t h e i n t e n s i f i c a t i o n o f a q u a c u l t u r e h a s e x a c e r b a t e d t h e f r e q u e n c y o f a n u mb e r o f a q u a t i c i n f e ct i o u s d i s e a s e s . Co n s e q u e n t l y , v a r i o u s c h e mi c a l s , i n c l u d i n g a n t i mi c r o b i a l a g e n t s , a r e i n c r e a s i n g l y u s e d i n a q u a c u l t u r e f o r t h e t r e a t me n t a n d p r e v e n t
i o n o f d i s e a s e s ( Ph u o n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h i s h a s l e d t o t h e e me r g e n c e o f mu l t i d r u g -r e s i s t a n t a q u a t i c b a c t e r i a l p a t h o g e n s , s u c h a s Ed wa r ds i e l l a i c t a l u r i , wh i c h e x h i b i t s 2 t o 6
r e s i s t a n c e p h e n o t y p e s ( Cr u ml i s h e t a l . , 2 0 0 2 ; Du n g e t a l . , 2 0 0 8 ) .
I n s e v e r a l s t u d i e s , ESBL -p r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i
h a s b e e n i s o l a t e d f r o m f a r m a n i ma l s , s u c h a s c h i c ke n s a n d p i g s ( Bo o n y a s i r i e t a l . , 2 0 1 4 ; Ha n s e n e t a l . , 2 0 1 3 ; Hu e t a l . , 2 0 1 3 ; L a u b e e t a l . , 2 0 1 3 ; Re i c h e t a l . , 2 0 1 3 ) . Ho we v e r , l i t t l e i s k n o wn a b o u t t h e l e v e l o f E. c o l i a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e , wh i c h c a n p o t e n t i a l l y s p r e a d t o a q u a t i c a n i ma l s v i a a wa t e r b o r n e r o u t e i n t h e f i s h p o n d e n v i r o n me n t . I n t h i s s t u d y , t h e s p r e a d o f ESBL -p r o d u ci n g E . c o l i i n c u l t u r e d a n d wi l d f i s h i n t h e Me k o n g De l t a , Vi e t n a m wa s i n v e s t i g a t e d .
S p r e a d o f An t i b i o t i c a n d An t i mi c r o b i a l Su s c e p t i b i l i t y o f E S BL -P r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i I s o l a t e d f r o m Wi l d a n d Cu l t u r e d F i s h i n t h e Me k o n g De l t a , V i e t n a m
Ng u y e n T h i Ng o c Ho n 1 , T r a n T h i T u y e t Ho a 1 , Ng u y e n Qu o c T h i n h 1 , At s u s h i Hi n e n o y a 2 , T a t s u y a Na k a y a ma 3 * , K a z u o Ha r a d a 3 , 4 , Me g u mi As a y a ma 4 , Mi n a e Wa r i s a y a 4 , K a z u ma s a Hi r a t a 3 , 4 , Ng u y e n T h a n h Ph u o n g 1 a n d Y o s h i ma s a Y a ma mo t o 2 , 5 1
Co l l e g e o f A q u a c u l t u r e a n d F i s h e r i e s , Ca n T h o Un i v e r s i t y , Ca n T h o , V i e t n a m 2

Gr a d u a t e Sc h o o l o f L i f e a n d E n v i r o n me n t a l Sc i e n c e s , Os a k a P r e f e c t u r e Un i v e r s i t y ,
Os a k a 5 9 9 -8 5 3 1 , J a p a n 3
Gl o b a l Co l l a b o r a t i o n Ce n t e r , Os a k a Un i v e r s i t y , Os a k a 5 6 5 -0 8 7 1 , J a p a n 4
Gr a d u a t e Sc h o o l o f Ph a r ma c e u t i c a l Sc i e n c e s , Os a k a Un i v e r s i t y ,
Os a k a 5 6 5 -0 8 7 1 , J a p a n 5 c o l i i s o l a t e s we r e h i g h l y r e s i s t a n t t o a mp i c i l l i n , c e f o t a x i me , t r i me t h o p r i m-s u l f a me t h o x a z o l e , a n d n a l i d i x i c a c i d a mo n g t h e a n t i b i o t i c s t e s t e d . Ce p h a l e x i n ( 4 / 1 6 , 2 5 %) , c e f a z o l i n ( 1 / 1 6 , 6 %) , e n r o f l o x a c i n ( 1 / 1 6 , 6 %) , s u l f a d i mi d i n e ( 3 / 1 6 , 1 9 %) , a n d s u l f a me t h o x a z o l e ( 1 5 / 1 6 , 9 4 %) we r e d e t e c t e d i n wa t e r s a mp l e s o b t a i n e d a t t h e f i s h c o l l e c t i o n s i t e s . T h e s e r e s u l t s s h o we d t h a t t h e s a mp l e d f i s h h a r b o r e d ESBL -p r o d u ci n g E . c o l i , s u g g e s t i n g t h a t f i s h a r e a p o t e n t i a l s o u r c e o f h u ma n p a t h o g e n s a n d me d i a t e i n t e r s p e c i f i c t r a n s f e r o f a n t i mi c r o b i a l -r e s i s t a n t g e n e s .
Os a k a P r e f e c t u r a l I n s t i t u t e o f P u b l i c He a l t h , Os a k a 5 3 7 -0 0 2 5 , J a p a n
ABS T RACT -E x t e n d e d -s p e c t r u m b -l a c t a ma s e ( ESBL ) -p r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i
Ke y wo r ds : ESBL -p r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i
, p r e v a l e n c e , a n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y , a n t i b i o t i c r e s i d u e , f i s h
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s
Sa mp l e c o l l e c t i o n
A t o t a l o f 5 4 f i s h s a mp l e s a n d 1 6 wa t e r s a mp l e s we r e c o l l e c t e d f r o m t h e An Gi a n g , Do n g T h a p , a n d Vi n h L o n g p r o v i n c e s i n t h e Me k o n g De l t a , Vi e t n a m, b e t we e n J u n e 2 0 1 4 a n d Oc t o b e r 2 0 1 4 . Wa t e r s a mp l e s we r e c o ll e c t e d f r o m t h e f i s h s a mp l i n g s i t e s . Ei g h t e e n s t r i p e d c a t f i s h Pa n ga s i a n o do n h y po ph t h a l mu s a n d 1 8 r e d t i l a p i a Or e o c h r o mi s s p . we r e c o l l e c t e d f r o m 6 f a r ms , a n d 1 8 wi l d f i s h e s we r e c o l l e c t e d f r o m 3 r i v e r s i t e s i n t h e v i c i n i t y o f t h e f i s h f a r ms .
I s o l a t i o n a n d i d e n t i f i c a t i o n o f E S BL -p r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i
Th e f i s h we r e s a mp l e d b y s wa b b i n g t h e g u t c o nt e n t s u s i n g Ca r y -Bl a i r Ag a r Ge l T r a n s p o r t Swa b s ( Co p a n I t a l i a S. p . A. ) . T h e s wa b s we r e t h e n s t r e a k e d o n CHROMa g a r TM ECC ( Ch r o ma g a r ) c o n t a i n i n g c e f ot a x i me ( CT X; 1 m g / mL ) a n d i n c u b a t e d f o r 1 8 h r s a t 3 7°C. I n a d d i t i o n , o n e t o t h r e e s i n g l e b l u e c o l o n i e s p e r s a mp l e , wh i c h we r e s u s p e c t e d t o b e E. c o l i , we r e s e l e c t e d f o r f u r t h e r a n a l y s i s . 
t i o n a t 3 7°C, t h e ESBL p h e n o t y p e wa s e v a l u a t e d b y me a s u ri n g t h e d i a me t e r o f t h e i n h i b i t i o n z o n e f o r e a c h a n t i b i o t i c .
Wh e n t h e d i a me t e r i n c r e a s e d b y mo r e t h a n 5 mm i n t h e p r e s e n c e o f c l a v u l a n i c a c i d , t h e i s o l a t e s we r e i d e n t i f i e d a s ESBL p r o d u c e r s . Ch i -s q u a r e t e s t s we r e u s e d t o s t a t i s t i c a l l y e v a l u a t e d i f f e r e n c e s a mo n g g r o u p s . 
An t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y t e s t i n g T h e a n t i mi c r o b i a l s u s c e p t i b i l i t y o f t h e f o l l o wi n g 1 2 d r u g s we r e e v a l u a t e d b y t h e d i s c d i f f u s i o n me t h o d
An a l y s i s o f a n t i b i o t i c r e s i d u e b y L C/ MS / MS
An t i b i o t i c r e s i d u e s we r e a n a l y z e d u s i n g t h e me t 
mL o f d i s t i l l e d wa t e r . T h e f i l t e r e d s a mp l e wa s p a s s e d t h r o u g h t h e c a r t r i d g e u s i n g a s u c t i o n p u mp . T h e c a r t r i d g e wa s wa s h e d wi t h 1 0 0 mL o f d i s t i l l e d wa t e r . T h e c a r t r i d g e wa s k e p t a t -2 0°C j u s t b e f o r e t h e l i q u i d c h r o ma t o g r a p h y -t a n d e m ma s s s p e c t r o me t r y ( L C/ MS / MS ) a n a l y s i s . T h e a n a l ys e s a b s o r b e d o n t h e c a r t r i d g e we r e e l u t e d wi t h 1 0 mL o f a c e t o n i t r i l e .
T h e e l u a t e s we r e d r i e d b y a c e n t r i f u g a l c o n c e n t r a t o r . T h e r e s i d u e wa s d i s s o l v e d wi t h 1 mL o f a c e t o n i t r i l e / wa t e r ( 1 5 : 8 5 , v / v ) . T h e s o l u t i o n wa s f i l t e r e d t h r o u g h a h y d r o p h i l i c PT F E me mb r a n e ( 0 . 2 2 m m, 1 3 mm, Me r c k Mi l l i p o r e ) .
T h e L C/ MS/ MS a n a l y s i s wa s p e r f o r me d u s i n g t h e
T a b l e 1 . SRM t r a n s i t i o n f o r b -l a c t a ms
Co n f i r ma t i o n Qu a n t i t a t i o n Po l a r i t y Rt ( mi n ) An a l y t e F u n c t i o n No CE ( e V) L OQ: l i mi t o f q u a n t i f i c a t i o n , CV : c o n e v o l t a g e , CE: c o l l i s i o n e n e r g y .
S7 7 An t i b i o t i c & ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i f r o m f i s h
Ac q u i t y UPL C Sy s t e m ( Wa t e r s ) a n d MS/ MS wa s p e rf o r me d o n a Qu a t t r o -P r e mi e r XE ( Wa t e r s ) . L C s e p a r at i o n s we r e c a r r i e d o u t a t 4 0°C wi t h a n Ac q u i t y UPL C BEH C1 8 Co l u mn , 1 . 7 m m, 2 . 1 × 1 0 0 mm ( Wa t e r s ) . Mo b i l e p h a s e A ( 0 . 1 % ( v / v ) f o r mi c a c i d i n d i s t i l l e d wa t e r ) a n d s o l v e n t B ( a c e t o n i t r i l e ) we r e u s e d .
h a n g e i n s o l v e n t B, wa s a s f o l l o ws : 0 -6 mi n , l i n e a r i n c r e a s e f r o m 7 % t o 4 0 %; 6 -1 0 mi n , f r o m 4 0 % t o 7 0 %; 1 0 -1 1 mi n , f r o m 7 0 % t o 9 0 %; 1 1 -1 1 . 1 mi n , f r o m 9 0 % t o 7 %; 1 1 . 1 -1 4 mi n , 7 %. F o r s u l f o n a mi d e s , q u i n o l o n e s , t e t r a c y c l i n e s , c h l o r a mp h e n i c o l s , a n d s o o n , t h e mo b i l e p h a s e wa s d e l i v e r e d a t a f l o w r a t e o f 0 . 3 mL / mi n . T h e g r a d i e n t , e x p r e s s e d a s t h e c h a n g e i n s o l v e n t B , wa s a s f o l l o ws : 0-2 mi n , 1 5 %; 2 -9 mi n , 1 5 % t o 1 0 0 %; 9-1 4 . 4 mi n , 1 0 0 %; 1 4 . 4-1 4 . 5 , 1 0 0 % t o 1 5 %, 1 4 . 5-1 9 . 5 mi n , 1 5 %
c e . S RM t r a n s i t i o n s a n d l i mi t s o f q u a n t i t a t i o n ( L OQ) f o r b -l a c t a ms a n d o t h e r T a b l e 2 . SRM t r a n s i t i o n f o r v e t e r i n a r y d r u g s
Co n f i r ma t i o n Qu a n t i t a t i o n Po l a r i t y Rt ( mi n ) An a l y t e F u n c t i o n No CE ( e V) . 5 s u l f a n i t r a n 2 6 0 . 1 1 8 3 6 2 4 4 . 1 2 6 2 . 3 3 2 3 6 2 0 2 . 0 2 6 2 . 3 + 5 . 5 f l u me q u i n e 2 7 5 0 2 5 2 5 1 6 5 . 3 2 7 1 . 2 3 0 2 5 1 1 5 . 0 2 7 1 . 2 + 5 . 7 b -t r e n b o l o n e 2 8 5 0 2 5 2 5 1 6 5 . 3 2 7 1 . 2 3 0 2 5 1 1 5 . 0 2 7 1 . 2 + 5 . 9 a -t r e n b o l o n e 2 8 5 0 2 5 3 0 1 7 5 . 0 3 2 1 . 1 2 5 3 0 2 7 7 . 2 3 2 1 . 1 -6 . 4 z e r a n o l 2 9 0 . 2 2 5 3 0 3 3 7 . 0 3 9 7 . 2 2 5 3 0 2 7 9 . 4 3 9 7 . 2 + 7 . 6 me l e n g e s t r o l a c e t a t e 3 0 Su l f a d o x i n e a n d Su l f a d i me t h o x i n e we r e mo n i t o r e d b y t h e s a me SRM t r a n s i t i o n f u n c t i o n ( No . 1 9 ) . a -a n d b -t r e n b o l o n e we r e a l s o mo n i t o r e d b y t h e s a me SRM t r a n s i t i o n f u n c t i o n ( No . 2 8 ) . L OQ: l i mi t o f q u a n t i f i c a t i o n , CV : c o n e v o l t a g e , CE: c o l l i s i o n e n e r g y . d r u g s a r e s h o wn i n T a b l e s 1 a n d 2 , r e s p e c t i v e l y . T h e d we l l t i me f o r e a c h t r a n s i t i o n wa s s e t a t 1 0 0 ms . SRM t r a n s i t i o n f u n c t i o n s we r e d e t e r mi n e d s e p a r a t e l y f o r e a c h a n a l y s i s . T h e d u r a t i o n o f e a c h f u n c t i o n wa s s e t t o 1 mi n .
Re s u l t s
Sp r e a d o f E SBL -p r o d u c i n g Es c h e r i c h i a c o l i i n wi l d a n d c u l t u r e d f i s h
I n t o t a l , 3 9 % ( 2 1 / 5 4 ) o f f i s h e s f r o m 6 f a r ms ( 3 6 f i s he s ) a n d 3 r i v e r s i t e s ( 1 8 . 1 A) . I n t e r ms o f t h e l o c a t i o n s o f s a mp l i n g s i t e s , 5 0 % ( 9 / 1 8 ) , 3 9 % ( 7 / 1 8 ) , a n d 2 8 % ( 5 / 1 8 ) o f f i s h e s we r e p o s i t i v e f o r ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i i n An Gi a n g , Do n g T h a p , a n d Vi n h L o n g p r o v i n c e s , r e s p e ct i v e l y ( F i g . 1 B) . T h e r e we r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e p o s i t i v e r a t i o b e t we e n c u l t u r e d a n d wi l d f i s h o r b e t we e n f i s h f r o m d i f f e r e n t p r o v i n c e s . I n t e r ms o f f i s h s p e c i e s , 2 2 . 2 % ( 4 / 1 8 ) , 5 0 % ( 9 / 1 8 ) , a n d 4 4 . 4 % ( 8 / 1 8 ) 
o f s p e c i me n s we r e p o s i t i v e f o r r e d t i l a p i a , s t r i p e d c a t f i s h , a n d wi l d f i s h , r e s p e c t i v e l y ( F i g . 1 C) . T h e r e wa s a s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e p e r c e n t a g e o f f i s h h a r b o r i n g ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i b e t we e n s t r i p e d c a t f i s h a n d r e d t i l a p i a ( p < 0 . 0 5 ) . A t o t a l o f 4 2 ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i we r e i s o l a t e d f r o m 5 4 f i s h e s .
A mo n g t h e m, 1 6 s t r a i n s o f ESBL -p r od u c i n g E . c o l i we r e r e s i s t a n t t o c e f o x i t i n , a n d t h e s e i s ol a t e s mi g h t p r o d u c e Amp C b -l a c t a ma s e , wh i c h i s a n e n z y me t h a t h y d r o l y z e s c e p h a l o s p o r i n s a n d c e p h a my c i n s .
An t i b i o t i c r e s i s t a n c e l e v e l s i n E SBL -p r o d u c i n g E. c o l i f r o m c u l t u r e d a n d wi l d f i s h
T o d e t e r mi n e t h e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p a t t e r n f o r E SBL -p r o d u c i n g E . c o l i f r o m c u l t u r e d a n d wi l d f i s h , t h e s u s c e p t i b i l i t y o f ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i i s o l a t e s wa s me a s u r e d f o r 1 2 a n t i b i o t i c s . F i g u r e 2 A s h o ws t h e n u mb e r o f a n t i mi c r o b i a l s f o r wh i c h t h e i s o l a t e s r e v e a l e d e i t h e r a r e s i s t a n t o r a n i n t e r me d i a t e r e s p o n s e . T h e l e ve l s o f r e s i s t a n c e o b s e r v e d f o r t h e 4 2 s t r a i n s o f ESBLp r o d u c i n g E . c o l i we r e a s f o l l o ws : g e n t a mi c i n ( 8 8 . 3 %) , t e t r a c y c l i n e ( 8 8 . 1 %) , s t r e p t o my c i n ( 8 8 . 1 %) , c h l o r a mp h e n i c o l ( 7 8 . 6 %) , c i p r o f l o x a c i n ( 7 8 . 6 %) , k a n a my c i n ( 7 6 . 2 %) , c e f t a z i d i me ( 6 9 . 0 %) , a n d c e f o x i t i n ( 3 8 . 1 %) . T h e ma j o r i t y o f ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i i s o l a t e s h a d r e s i s t a n c e t o t r i me t h o p r i m-s u l f a me t h o x a z o l e ( 9 5 . 1 %) a n d n a l i d i x i c a c i d ( 9 2 . 9 %) ( F i g . 2 A) .
T h e ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i f r o m c u l t u r e d f i s h we r e r e s i s t a n t t o mo r e a n t i mi c r o b i a l s t h a n t h e wi l d f i s h . E S B Lp r o d u c i n g E . c o l i f r o m c u l t u r e d f i s h h a d h i g h e r r a t e s o f r e s i s t a n c e t h a n t h o s e o f wi l d f i s h , p a r t i c u l a r l y a g a i n s t g e nt a mi c i n , c i p r o f l o x a c i n , a n d c e f o x i t i n , b u t n o t a g a i n s t a mp i c i l l i n , c e f o t a x i me , a n d n a l i d i x i c a c i d s ( F i g . 2 B) . St a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e wa s a s s e s s e d u s i n g c h i -s q u a r e t e s t s ( * : p < 0 . 0 5 , N. S: n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e ) .
( C) F i s h s p e c i e s ( B) Sa mp l i n g a r e a ( A) Cu l t u r e s y s t e m
De t e c t i o n o f a n t i b i o t i c r e s i d u e s i n wa t e r s a mp l e s a t f i s h s a mp l i n g s i t e s
A t o t a l o f 1 6 wa t e r s a mp l e s we r e c o l l e c t e d f r o m t h e s a me f a r ms a n d r i v e r s wh e r e f i s h s a mp l e s we r e c o l l e c t e d . T h e y we r e s u b j e c t e d t o L C/ MS / MS t o a n al y z e a n t i b i o t i c r e s i d u e s . A t o t a l o f 4 5 c o mp o u n d s , i n c l u d i n g 1 5 b -l a c t a ms , we r e mo n i t o r e d b y L C/ MS/ MS ( T a b l e s 1 a n d 2 ) . A mo n g t h e s e c o mp o u n d s , c e p h a l e x i n ( 4 / 1 6 , 2 5 %) , c e f a z o l i n ( 1 / 1 6 , 6 %) , e n r o f l o x a c i n ( 1 / 1 6 , 6 %) , s u l f a d i mi d i n e ( 3 / 1 6 , 1 9 %) , a n d s u l f a me t h o x a z o l e ( 1 5 / 1 6 , 9 4 %) we r e d e t e c t e d i n t h e wa t e r s a mp l e s ( F i g . 3 A) . T h e d e t e c t i o n l e v e l s f o r mo s t t h e s e a n t i b i o t i c s we r e 1-5 0 n g / L , b u t 6 4 0 n g / L s u l f a me t h o x a z o l e wa s d e t e c t e d f r o m a n a q u a f a r m p o n d i n An Gi a n g p r o v i n c e . T h e o t h e r a n t i b i o t i c s we r e n o t d e t e c t e d i n t h i s s t u d y .
T h e l e v e l s o f a n t i b i o t i c s d e t e c t e d i n t h e wa t e r s a mp l e s a r e s h o wn wi t h r e s p e c t t o c u l t u r i n g s y s t e m i n F i g . 3 B, s a mp l i n g a r e a i n F i g . 3 C, a n d f i s h s p e c i e s i n F i g . 3 D. Ce p h a l e x i n a n d c e f a z o l i n we r e d e t e c t e d i n 3 a n d 1 s a mp l e s , r e s p e c t i v e l y , f r o m c u l t u r e s y s t e ms , b u t 1 a n d 0 wi l d s a mp l e s . En r o f l o x a c i n wa s a l s o d e t e c t e d i n s a mp l e s f r o m c u l t u r e s y s t e ms . Ho we v e r , s u l f a me t h o x az o l e a n d s u l f a d i mi d i n e we r e d e t e c t e d i n wa t e r s a mp l e s f r o m b o t h c u l t u r e ( 9 a n d 2 ) a n d n o n -c u l t u r e ( 6 a n d 1 ) s y s t e ms .
Di s c u s s i o n
T h e r e wa s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e p e r c e n ta g e o f ESBL -p r o d u c i n g E. c o l i a mo n g f i s h s p e c i e s . Sp e c i f i c a l l y , r e d t i l a p i a h a r b o r e d ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i a t a l o we r r a t e t h a n s t r i p e d c a t f i s h . Re d t i l a p i a f i s h F i g. 2 . P e r c e n t a g e o f ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i i s o l a t e s t h a t we r e r e s i s t a n t a g a i n s t t h e t we l v e t e s t e d a n t i b i o t i c s ( n = 4 2 i s o l a t e s ) . we r e r e s i s t a n t t o mo r e a n t i mi c r o b i a l s t h a n t h e wi l d f i s h . T E, T e t r a c y c l i n e ; AM, Amp i c i l l i n ; NA, Na l i d i x i c a c i d ; K, Ka n a my c i n ; C, Ch l o r a mp h e n i c o l ; S, St r e p t o my c i n ; SXT , T r i me t h o p r i m-Su l f a me t h o x a z o l e ; G, Ge n t a mi c i n ; CI P , Ci p r o f l o x a c i n ; CT X, Ce f o t a x i me ; CAZ , Ce f t a z i d i me ; FOX, Ce f o x i t i n .
f a r ms a r e l o c a t e d o n r i v e r s , i n d i c a t i n g o p e n a q u a c u l t u r e s y s t e ms a n d f l o wi n g r i v e r wa t e r . St r i p e d c a t f i s h f a r ms a r e l o c a t e d a t t h e s i d e s o f r i v e r s ; t h e s e a r e c l o s e d a q u a c u l t u r e s y s t e ms t h a t l a c k f l o wi n g wa t e r . Mo r e ov e r , r e d t i l a p i a i n h a b i t t h e mi d d l e o r s u r f a c e l a y e r s o f wa t e r , wh i l e s t r i p e d c a t f i s h i n h a b i t t h e b o t t o m l a y e r o f wa t e r . Th e s e d i f f e r e n t c o n d i t i o n s ma y e x p l a i n t h e o b s e r v e d d i f f e r e n c e s i n t h e r a t e s o f ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i . I n t h i s s t u d y , ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i f r o m c u l t u r e d f i s h we r e r e s i s t a n t t o mo r e a n t i mi c r o b i a l s t h a n wi l d f i s h . Ho we v e r , t o c l a r i f y t h e s e o b s e r v a t i o n s , k n o wl e d g e o f t h e v o l u me s o f c h e mi c a l s a n d a n t i b i o t i c u s a g e i n t h e f a r ms i s n e e d e d , b u t a q u a c u l t u r e f a r me r s h a v e n o t r e c o r d e d t h e s e d a t a a t t h e s t u d y s i t e s . I n a p r e v i o u s r e p o r t , t h e r e wa s a p o s i t i v e c o r r e l a t i o n b e t we e n a n t i mic r o b i a l r e s i s t a n c e a n d a n t i b i o t i c u s a g e ( T i a n e t a l . , 2 0 0 8 ) , a n d a n t i b i o t i c s a r e h i g h l y u s e d i n a q u a c u l t u r e ( Ph u o n g e t a l . , 2 0 0 5 ) . Mo r e o v e r , t h e s p r e a d o f a n t i b i o t i c -r e s i s t a n t g e n e s i n n a t u r e mi g h t b e r e l a t e d t o e n v i r o n me n t a l c o n d i t i o n s , a n d e n v i r o n me n t a l s a mp l e s h a v e h i g h l e v e l s o f a n t i b i o t i c r e s i d u e s ( Ma r t i n e z , 2 0 0 8 ) . Ba s e d o n t h e s e f i n d i n g s , i t i s h i g h l y p o s s i b l e t h a t v a r io u s a n t i mi c r o b i a l a g e n t s we r e u s e d i n t h e a q u a c u l t u r e f a r ms .
T h e r e l a t i o n s h i p b e t we e n t h e e me r g e n c e o f ESBLp r o d u c i n g E . c o l i a n d c h e mi c a l / a n t i b i o t i c u s a g e i n f a r ms i s u n c l e a r . T o e x a mi n e c h e mi c a l / a n t i b i o t i c r e s i d u e s i n s a mp l e s f r o m t h e f i s h f a r ms , L C/ MS/ MS wa s u s e d . Al t h o u g h b -l a c t a ms we r e n o t d e t e c t e d b y L C/ MS/ MS , s u l f a me t h o x a z o l e wa s d e t e c t e d i n a l mo s t a l l wa t e r s a mp l e s ( 9 4 %, F i g . 3 A) . Ot h e r g r o u p s h a v e r e p o r t e d t h a t b -l a c t a ms d e c o mp o s e e a s i l y i n n a t u r a l e n v i r o n me n t s ( Go z l a n e t a l . , 2 0 1 3 ; Mi t c h e l l e t a l . , 2 0 1 4 ) . T h i s s u gg e s t s t h a t i t i s d i f f i c u l t t o d e t e c t b -l a c t a ms i n n a t u r a l e n v ir o n me n t s , e v e n i f s o me ESBL -p r o d u c i n g E. c o l i a r e p r e s e n t . I n t e r e s t i n g l y , s u l f a me t h o x a z o l e wa s d e t e c t e d a t a l mo s t a l l s i t e s i n t h e L C/ MS / MS a n a l y s i s . A d d i t i o na l l y , t h e ma j o r i t y o f ESBL -p r o d u c i n g E . c o l i i s o l a t e s we r e r e s i s t a n t t o s u l f a me t h o x a z o l e / t r i me t h o p r i m ( 9 5 . 1 %, F i g . 2 A) . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e s e i s o l a t e s h a rb o r g e n e s c o n f e r r i n g r e s i s t a n c e t o s u l f o n a mi d e s , l i k e F i g. 3 . Re s i d u a l a n t i b i o t i c l e v e l s i n wa t e r s a mp l e s . ( A) De t e c t i o n n u mb e r s a n d r a t i o s f o r 1 6 t o t a l s a mp l e s , ( B) c u l t u r e s y s t e m, ( C) s a mp l i n g a r e a s , a n d ( D) f i s h s p e c i e s . T h e n u mb e r s i n b r a c k e t s s h o w s a mp l e s i z e s . S MX : s u l f a me t h o x a z o l e , SDD: s u l f a d imi d i n e , ERF X: e n r o f l o x a c i n , CEZ : c e f a z o l i n , CEX: c e p h a l e x i n .
s u l o r mu l t i d r u g e f f l u x t r a n s p o r t e r s . I n g e n e r a l , d r u g
